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１．はじめに
　哺乳類の腎臓において尿産生に関わる組織である
糸球体は，複雑に分枝した毛細血管と，それらを被
う足細胞やメサンギウム細胞などから構成される。
糸球体毛細血管は特殊な構造を持っており，一本の
輸入細動脈が分枝した後，再度一本の輸出細動脈へ
と合流する。
　腎糸球体毛細血管の分枝構造を詳細に検討した
Remuzzi等の報告によると，毛細血管はいくつかの
ユニットに分かれた後分枝，合流をおこない，全
体として均一な血流が生じるため，効率良い原尿
のろ過が可能となる構造をもっていると考えられ
ている１）。
　一方，糸球体毛細血管は，発生過程において，
最初は単純なループ状の構造から始まり，その後，
血管の出芽や伸展，融合を繰り返し次第に複雑な
枝分かれを形成して行くことがマウスで示されて
いる２）。しかし，糸球体毛細血管の枝分かれは立体
的な構造であり，その構造や発生過程を三次元座標
にて解析した例はない。
　本論文では，糸球体毛細血管の立体構造とその発
生過程を解析するためのいくつかの手法の例と，そ
れぞれの手法の利点，欠点の比較をまとめた。
２．糸球体毛細血管網再構築のための手法
１）パラフィン連続切片を用いた立体再構築
　組織学で最も一般的に用いられている手法であ
る。腎臓のパラフィン連続切片に対しヘマトキシリ
ン・エオジン染色（HE染色）を行い，光学顕微鏡
にて顕微鏡写真を撮影し，糸球体に該当する領域の
画像をコンピューター・ソフトウェアを用いて立体
画像に再構築する。
【利点】
　パラフィン連続切片は，数百枚の連続切片を簡単
に作成する事ができ，染色や観察も容易である。腎
臓全体の切片を作成する事により効率良く，数多く
の糸球体を再構築する事ができる。また顕微鏡写真
のデジタル化により，顕微鏡写真の撮影や再構築も
簡単になった。
【欠点】
　光学顕微鏡の解像度の限界のため，毛細血管の微
細な走行が判別しにくく，血管断面の同定が難しい。
それに加え，パラフィン切片の厚さが３～５µmで
あり，連続する切片の間で組織像の変化が大きく，
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切片間の情報が失われる。またコンピュータ・ソフ
トウェアを用いた立体再構築のため多数の顕微鏡写
真の位置合わせが必要となる。
２）エポン樹脂連続切片を用いた立体再構築
　腎臓をエポン樹脂に包埋し，ダイアモンドナイフ
で100nm ～１µmの連続準超薄切片を作成する。ト
ルイジンブルーで染色した切片を光学顕微鏡で観察
し，パラフィン切片の場合と同様に立体再構築を行
う。（図１）
【利点】
　パラフィン切片と比較し，切片の厚さが薄いため
情報の損失が少なく，組織像もより鮮明に観察でき
るため，血管を連続的に追跡しやすい。
【欠点】
　大きな切片を作成しにくく，また切片の厚さが薄
いため，糸球体の再構築のためには多くの連続切片
を作成する必要がある。パラフィン切片と比べ連続
切片を作成するのが難しい。
３）スチレン樹脂連続切片の脱樹脂・走査型電子顕
微鏡（SEM）観察による立体再構築
　腎組織をスチレン樹脂で包埋し，500nmの連続準
超薄切片を作成し，ガラス板に貼り付けた後，ク
ロロフォルムで脱樹脂を行う。凍結乾燥後スパッ
タコーティングを行い，SEMにて観察する方法で，
Naoraにより開発された。これまでに膵管の立体構
造の解析に用いられている３）。（図２）
【利点】
　光学顕微鏡と比べ，高い解像度を持つSEMにて観
察する事で，より容易に毛細血管を同定する事がで
きる。また切片を，厚みのある立体物として観察で
きるので，切片間の情報が失われない。
【欠点】
　切片作成後，脱樹脂を行い，組織を露出させるた
め，脱樹脂の過程で組織が破損する事がある（４
%程度）。染色による組織の染め分けができない。
SEM観察で得られた立体情報が，三次元再構築の際
に失われてしまう。
　糸球体毛細血管は管腔組織のため，血管鋳型によ
る観察ができる。血管鋳型とは，固定した標本の血
管内へメタクリレート樹脂を注入した後硬化させ，
組織をアルカリで溶解させることで血管の鋳型を作
成し，管腔の形態を観察する手法である。以下に，
血管鋳型や，それを応用した手法を示す。
３）血管鋳型をSEMで観察する方法
【利点】
　最も一般的の用いられている血管鋳型の観察方法
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図１　トルイジンブルー染色したマウス腎糸球体の
断面。
毛細血管の断面（*）を白抜きしている.
図２　スチレン樹脂連続切片の脱樹脂・SEM観察に
よる立体再構築。
Ａ：糸球体の断面像，*は毛細血管の断面を示す。→はボ
ウマン嚢，右下にかけて試料が壊れている。スケー
ルバーは300µmを示す。
Ｂ：切片の画像を基に立体再構築した例。一部上下がつ
ながらない血管断面がある。 
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である。特別な再構築処理を行わなくてもSEMの特
徴である，遠近感を持った，高解像度の立体画像を
得る事ができる。（図３）
【欠点】
　SEMは表面構造観察できるが，表面の鋳型の陰に
なっている部分は観察する事ができない。試料を回
転させる事である程度内部を推測する事はできる
が，糸球体の完全な分枝構造を再現する事は困難で
ある。また，得られるのは一方向からみた立体像で
あり，任意に立体像を回転させることはできない。
それに加え，アルカリで腎組織そのものは溶解して
いるので周囲の組織構造の情報が失われる。そのた
め発生初期の糸球体毛細血管の同定が極めて難し
い。
４）血管鋳型を共焦点レーザー顕微鏡（CLSM）で
観察する方法
　CLSMは焦点を絞ったレーザーを用い，立体的な
標本の一断面を平面的に走査し断面像を得た後，焦
点面を連続的にZ軸方向へ移動させる事により，標
本を破壊する事なく連続した断面像を得ることがで
きる。（図４）
【利点】
　SEMでは観察できなかった糸球体血管鋳型の内部
の構造を観察する事ができる。非破壊的に観察する
ので，同じ試料を繰り返し観察する事ができる。比
較的高い解像度で観察する事ができ，Z軸方向の位
置合わせ，立体再構築が専用のソフトウェアで簡単
に行う事ができる。
【欠点】
　レーザーで標本を透過させて観察するため，標本
深部になるほど像が不鮮明になる。表面に近い領域
はSEMと同等の解像度で再構築できるが，血管の走
行を追う事ができるのは20µm程度である。
５）蛍光標識タンパクによる血管鋳型をCLSMで観
察する方法
【利点】
　Fluorescein isothiocyanate （FITC）やローダミン
といった蛍光色素でゼラチンを標識し，固定した腎
臓の血管内へ注入し，50 ～ 100µm程度の厚切り切
片を作成しCLSMで観察する事により，コントラス
トの高い像を得る事ができる。（図５）
【欠点】
　標識したゼラチンは粘性が高いため，腎糸球体毛
細血管に充分に鋳型タンパクを行き渡らせる事が難
しい。深部を観察できないのはCLSMを用いた観察
に共通している。
３．糸球体立体構造再構築法の改良
　再構築方法２－１）および２－２）については既に
確立している手法のため改善する余地は少ない。主
Ａ Ｂ
図３　SEMで観察したマウス糸球体血管鋳型。
スケールバーは100µm。
図４　糸球体血管鋳型をCLSMでスキャンし立体再
構築した一例。
Ａ： 立体再構築像。SEMと同等の解像度で立体構造が区
別できる。
Ｂ： CLSMによる糸球体断面像。試料内部の構造が分かる
が，深部のため像が不鮮明。  
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に血管鋳型およびCLSMを用いた手法の改善点につ
いて述べる。腎糸球体毛細血管の立体構造およびそ
の発生過程を観察するためには障害となる点が２つ
存在する。すなわちCLSMの観察深度の浅さ，およ
び血管鋳型に伴う糸球体周囲の組織構造情報の消失
である。これまでに以下に示す改良を試みている。
１）CLSMによる血管鋳型の両面観察
　血管鋳型を２枚のカバースリップ間に封入し，両
側からレーザーで走査する事により，観察深度を２
倍にすることができる。その際，糸球体毛細血管の
血管鋳型はできるだけ完全な形で他の血管鋳型から
切り離し観察する必要があった。その再構築例を図
５に示す。（図６）
　比較的小型の糸球体の全体構造を３次元データと
して取得する事ができた。このデータを基に，糸球
体毛細血管での血流シミュレーションも可能となっ
た。
２）血管鋳型樹脂への蛍光色素の添加
　標本深部からの蛍光を増強する事で，より深い
部分の立体構造を得る事を目的として，蛍光色素
（Yellow530，ハリマ化成）をメタクリレート樹脂へ
添加した。その結果，像のコントラストの著しい増
強が認められ，10µm程度深いところまでの再構築
像を得る事ができた。
３）組織の透明化処理
　蛍光標識ゼラチンや，メタクリレート樹脂による
血管鋳型を作成した後，アルカリで組織を溶解せず，
組織透明化液（SCALEVIEW-A2，オリンパス）にて
処理する事により組織を透明化し，レーザーの透過
性を上げるとともに，透明化した組織の細胞核を蛍
光色素DAPIで染色する事により周囲の組織情報を
得る事を試みた。（図７）
　蛍光標識ゼラチンの充填が不十分ではあるが，糸
球体毛細血管の構造と，周囲のボウマン嚢，尿細管
図７　透明化標本による血管鋳型および周辺組織の
CLSMによる立体再構築像。
白く見える毛細血管網の周囲に蛍光染色された足細胞や
メサンギウム細胞が確認できる。左にボウマン嚢，右下
に尿細管が見える。
図５　蛍光標識したゼラチンによる血管鋳型を
CLSMで立体再構築した一例。
表面の血管網は壊れている。
図６　両面からのCLSM観察により3次元座標に取
り込まれた糸球体血管鋳型。
シミュレーションのためメッシュ処理されている。
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組織を識別する事ができた。
　今後，これらの改良を組み合わせる事により，発
生初期の，小型の糸球体毛細血管発生過程を三次元
的に解析する事が可能となってきたと考える。
４．その他の組織構造の立体再構築法
　今回示した手法以外に，組織の立体構造を再現す
る手法が報告されている。
　内部構造顕微鏡４）は，連続切片を作成する代わ
りに，標本の表面を連続的に削って行き，その表面
に現れた組織構造を立体的に再構築して行く。基本
的には方法２－１）の連続切片の光学顕微鏡による
再構築と同じであるが，X-Y軸の重ね合わせに伴う
労力が必要なくなる点および大きな標本が扱える点
が大きな特徴である。
　一方，最近開発されたFIB-SEM5）は，ブロック染
色された試料を樹脂に包埋し，イオンビームにより
数nm単位で試料表面を連続的に削り，その表面を
SEMにて観察するという装置であり，SEMの解像度
にて，かつ自動的に組織の立体構造を再構築できる
点で画期的なものである。一方で，装置が極めて高
価であり，また再構築できる組織の大きさに制限が
ある，一つの試料を解析するのに１ヶ月程度の時間
がかかる，という欠点もある。
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